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@) PROCEDE ET DISPOSITIF DE DETECTION D'UNE REACTION DE RECONNAISSANCE MOLECULAIRE. 



iqT) La presente invention se rapporte a un procede de de- 
tection sans marquage d'une reaction de reconnaissance 
moleculaire, et a un dispositif pour la rnise en oeuvre de ce 
procede. 

Cette invention concerne le domaine general de la de- 
tection et de I'analyse d'une reconnaissance moleculaire 
entre une premiere et une deuxieme molecules, par exem- 
ple en biologie moleculaire. 

Le proc6de de la presente invention comprend la detec- 
tion de la reconnaissance moleculaire par une methode 
photothermique. 
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PROCEDE ET DISPOSITIF DE DETECTION 
D'UNE REACTION DE RECONNAISSANCE MOLECULAIRE 

DESCRIPTION 

Domaine technique de 1' invention 

La presente invention se rapporte a un procede de 
detection sans marquage d'une reaction de 
reconnaissance moleculaire, et a un dispositif pour la 
mise en oeuvre de ce procede. 

Cette invention concerne le domaine general de la 
detection et de 1' analyse d'une reconnaissance 
moleculaire entre une premiere et une deuxieme 
molecules, par exemple en biologie moleculaire. 

Selon 1* invention, la reconnaissance moleculaire 
peut etre definie comme une interaction specifique 
entre deux molecules plus ou moins complexes, 
conduisant a une liaison des deux molecules 
suffisamment stable pour que les molecules puissent 
etre detectees liees. II peut s'agir par exemple d'une 
hybridation d'acides nucleiques (ADN et/ou ARN) , d'une 
reaction de reconnaissance de type antigene/anticorps., 
d'une interaction de type proteine/proteine , d'une 
interaction de type enzyme / subs tra t , etc... Les 
molecules concernees par la presente invention sont 
done celles qui interviennent dans les interactions 
preci tees . 

Le procede de la presente invention permet de 
detecter ce type de reconnaissance moleculaire, 1 1 une 
des deux ou les deux molecules 6tant fixees, sur un 
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support solide, en detectant une variation d' absorption 
par une methode de photothermique . 

Ce proc6d6 trouve notamment une application dans 
la detection d * hybridation d'acides nucleiques sur 
5 support solide, en milieu aqueux ou a l'air, par 
exemple dans le cadre d'un criblage ("screening") ou 
d'une detection d • hybridation sur une biopuce . 

Etat de la technique 

10 Par exemple la detection de 1 ' hybridation d'acides 

nucleiques est generalement realisee au moyen d'un 
marquage a 1'aide d'une molecule fluorescente. Mais ce 
type de detection necessite 1 ' utilisation de plusieurs 
react if s chimiques, et entraine un cout et un temps de 

15 traitement eleves. De plus, les techniques utilisant la 
fluorescence ne sont pas toujours tres precises. Enfin, 
il y a modification d 1 au moins une molecule par le 
marquage, ce qui peut affecter la reaction de 
reconnaissance moleculaire . 

20 Aussi, d'autres methodes ont ete proposees par 

exemple des methodes optiques consistant a detecter des 
variations d'epaisseur ou d'indice dans un echantillon 
par exemple par ellipsometrie t photogonicmetr ie , ou par 
des methodes de resonance. 

25 Cependant, par exemple dans le cas des 

oligonucleotides sur support solide, les couches 
formees sont ultra-fines, de quelques angstroms a 
quelques nanometres d'epaisseur, de sorte que la 
detection des variations d'epaisseur ou d'indice 

30 necessite des appareillages de laboratoire extremement 
sensibles et chers . 
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Expose de 1 ■ invention 

La presente invention a precisement pour but de 
fournir une nouvelle technique de detection, sans 
marquage, d'une reaction de reconnaissance moleculaire 
entre une premiere molecule, dite de capture, fixee sur 
un support solide et une deuxieme molecule, dite cible, 
presente dans une solution a tester. 

Le procede de 1' invention est caracterise en ce 
que la detection est realisee par une methode 
photothermique . 

Selon 1' invention, la reaction de reconnaissance 
ainsi que la premiere et la deuxieme molecules peuvent 
etre celles precitees. 

Lorsque la premiere et la deuxieme molecules sont 
des molecules d'acides nucleiques, le procede de 
1' invention peut par exemple comprendre les etapes 
suivantes : 

- fixation de la premiere molecule d'acide 
nucleique sur un support solide, 

- mise en contact de la premiere molecule d'acide 
nucleique fixee sur le support solide avec une 
solution a tester soupgonnee de comprendre la 
deuxieme molecule d'acide nucleique, cette 
derniere etant apte a s'hybrider a ladite 
premiere molecule, la mise en contact etant 
r6alis<§e dans des conditions favorables a 
ladite hybridation, 

- lavage du support solide pour isoler un 
echantillon de mesure constitue de ladite 
premiere molecule fixee sur le support et 
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eventuellement de ladite deuxieme molecule 
hybridee sur la premiere molecule, et 
- mesure de 1' absorption de 1 ' echantillon par une 
methode photo thermique . 

Le procede de la pr^sente invention peut 
comprendre en outre une etape de comparaison de la 
mesure de 1' absorption de 1 ' echantillon de mesure, 
pr^cedemment defini avec celle d'un echantillon temoin 
dit de calibration, dont 1' absorption est une mesure 
connue . 

La premiere molecule, fixee sur le support, peut 
aussi etre appelee molecule de capture, et la deuxieme 
molecule, present e dans la solution a tester, peut 
aussi etre appelee molecule cible. Lorsqu'il s'agit 
d'une molecule d'ADN fixee sur le support, elle peut 
aussi etre appelee "sonde". 

II est important de noter que les couches minces 
d'acides nucleiques, hybridees ou non, sont 
habi tuellement considerees comme etant non absorbantes . 
Ceci est notamment decrit dans '•' Ellipsome trie and 
interf erometric characterization of DNA probes 
immobilized on a combinational assay", Gray et al . , 
Langmuir 1997, 13, 2833-2842. 

Malgre cela, les presents inventeurs se sont 
interesses aux mdthodes photothermiques appliquees a la 
detection et a 1' analyse d'une reaction de 
reconnaissance moleculaire. 

Ces m6thodes ont toutes en commun 1' excitation de 
1 ' echantillon dont 1' absorption doit etre mesuree par 
une source lumineuse, appelee faisceau pompe, en 
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general un laser. Une par tie de l'energie lumineuse 
incidente est absorbee par 1 ' echantillon . La proportion 
d'energie absorbee est fixee par le spectre 
d* absorption de 1 ' echantillon et le spectre d'emission 
de la source d 1 excitation . Une partie de l'energie 
absorbee est transformee en chaleur. Le reste peut etre 
rayonne ou donner naissance a de la fluorescence ou a 
une reaction chimique par exemple. La chaleur induit 
une variation de temperature dans le milieu absorbant 
et dans les milieux adjacents, cette variation de 
temperature peut egalement se traduire par une 
variation de densite et done d'indice, ou par une 
variation de pression ou par 1' apparition d 1 une onde 
acoustique. L'£l£vation de temperature due a 
1' absorption est en general inhomogene et donne done 
lieu a un gradient d'indice du milieu analyse et des 
milieux adjacents, la density des milieux etant rendue 
inhomogene par 1* elevation de temperature. 

Les methodes photothermiques consistent a mesurer 
les effets induits par 1 ' absorption . 

Les inventeurs ont mis en evidence que parmi les 
methodes photothermiques, la methode de deflexion 
photothermique et la methode de lentille thermique 
peuvent par exemple £tre utilisees selon la presente 
invention . 

La methode de deflexion photothermique est une 
methode qui consiste k mesurer la deviation d'un 
faisceau lumineux, appele faisceau sonde, passant dans 
la zone ou se trouve le gradient d'indice. En d'autres 
termes, elle consiste a mesurer la deviation du 
faisceau sonde due a 1 ' echauf f ement d'un echantillon 
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absorbant par 1 1 intermediate du faisceau pompe . Cette 
technique de deflexion photothermique a ete appliquee a 
1' analyse de surface telle que la cartographie 
d 1 absorption, l'imagerie de param^tre thermique, mais 
jamais pour d^tecter une reconnaissance moleculaire 
telle que definie ci-dessus. 

La methode de lentille thermique consiste quant a 
elle a mesurer la variation de focalisation d'un 
faisceau lumineux passant dans la zone ou se trouve le 
gradient d * indice . 

Une presentation complete des methodes 
photothermiques peut etre trouvee par exemple dans 
1 ' ouvrage "Photothermal Spectroscopy Methods for 
Chemical Analysis, S.E. Bialkowski, vol. 134 in 
Chemical Analysis : a Series of Monographs on 
Analytical Chemistry and its Applications, Wiley". 

Selon le procede de 1* invention, le support solide 
peut etre defini comme etant un support sur lequel il 
est possible de fixer chimiquement directement ou 
indirectement la premiere molecule. Le support a de 
preference une absorption faible vis-a-vis de celle de 
1 ■ echantillon place a sa surface afin de ne pas gener 
la detection photothermique. Par ailleurs, il a de 
preference une conductivity thermique faible car une 
conductivite trop importante du support induit une 
repartition large de la chaleur, done une baisse du 
gradient de temperature et une baisse du signal 
detecte . 

Selon 1' invention, ce support peut etre par 
exemple un support qui sert dans la fabrication des 
puces a ADN, par exemple un support de silice, de verre 
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ou de plastique. Il est egalement possible de 
travailler avec des semi-conducteurs, en deposant sur 
leur surface des couches dielectriques pour ameliorer 
le rapport signal a bruit. 

5 

Selon 1' invention, la premiere molecule dite de 
capture est fixee sur le support. Cette fixation de la 
premiere molecule sur le support peut £tre realisee par 
des reactions chimiques classiques, bien connues de 
10 I'homme du metier, et choisies en fonction du support, 
de la molecule a fixer, et des proprietes de resistance 
de la liaison que 1 'on desire pour 1 ' application visee. 

Cette fixation peut etre directe ou indirecte. 

Les documents 1 a 10 cites ci-dessous sont 
15 detailles dans les references a la fin de cette 
description. 

Par exemple, selon 1* invention, lorsque le support 
est un support de silice, un traitement de 
f onctionnalisation du support de silice peut etre 

20 realise, avant la fixation de la premiere molecule, de 
maniere a modifier la surface du support pour y fixer 
des groupements chimiques reactifs qui permettront la 
fixation de la premiere molecule. Un tel traitement est 
decrit dans 1 1 exemple 1 ci-dessous, mais on en trouvera 

2 5 de nombreux autres exemples dans la litterature 
specialisee, comme Pease et al . (document 9), Guo et al. 
(document 4), Maskos et al . (document 6), etc. Comme il 
est dit precedemment , la silice n'est pas le seul 
support possible, et chaque support subira le 

30 traitement de surface qui lui convient. Pour illustrer 
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ceci sur un film de polypropylene par exemple, on se 
referera a Matson et al. (document 7). 

Les groupements chimiques reactifs sont 
generalement des groupements amine tels que ceux cites 
5 dans Guo et al. (document 4), ou carboxylique tels que 
ceux cites danzs Kohsaka et al. (document 5), ou epoxy 
tels que ceux cites dans Maskos et al . (document 6), 
pour lesquels il existe des agents de couplage 
commerciaux efficace et facile d ' ut ilisa t ion (voir 
10 catalogue Pierce par exemple) . 

Le couplage covalent n'est pas la seule facon de 
fixer la premiere molecule sur son support. 
L 1 adsorption passive, largement utiiisee pour fixer des 
anticorps sur des puits de reaction en pclystyrene ou 

15 des microbilles tels que decrits dans Elaissari et al. 
(document 3), est souvent tres efficace voir aussi 
Balladur et al. (document 1). On peut aussi envisager 
des techniques ce fixation plus recentes, comme la 
formation d ' un film de Langmuir-Blodget t dans lequel 

20 est inclut des chaines lipidiques sur lesquelles a ete 
couplee chimiquement la premiere molecule voir Noy et 
al. (document 8) ; et Cornell et al. (document 2), ou 
encore la methode metal-chelate voir Porath et ai.,1975 
(document 10 ) . 

25 

Selon 1' invention, lorsque la premiere molecule 
est fixee sur le support, les etapes suivantes peuvent 
etre l'etape de mise en contact et l'etape de lavage 
precitees . 

30 Selon 1* invention, l'6tape de mise en contact est 

bien entendu realisee dans des conditions qui sont 
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favorables a ladite hybridation, c 1 est-a-dire , et de 
maniere evidente. pour l'homme du metier, a un pH, a une 
temperature et dans une solution adequats pour 
permettre 1 ' hybridation des acides nucleiques. Cette 
solution constitue la solution a tester. 

Selon 1' invention, l'etape de lavage du support a 
notamment pour but d'eliminer les molecules en solution 
n'ayant pas reagi avec les molecules de reconnaissance 
sur le support, c'est-a-dire dans 1 1 exemple ci-dessus 
les molecules d' acides nucleiques de la solution qui ne 
se sont pas hybridees aux molecules d' acides nucleiques 
fixees sur le support. Ceci permet d'eviter un fort 
bruit de fond qui serait genere par lesdites molecules 
non liees au support et non hybridees lors de la 
mesure . 

Le lavage du support sur lequel sont fixees les 
molecules doit bien entendu etre un lavage doux, qui ne 
denature pas les acides nucleiques impliques dans les 
hybridations, ne detruit pas lesdites hybridations 
form^es, et ne detache pas les premieres molecules 
fixees sur le support. Un exemple de lavage est donne 
dans les exemples ci-dessous. Cette etape de lavage 
permet d'obtenir 1 ' echantillon de mesure utilise pour 
mesurer 1 1 absorption par la methode photothermique 
choisie . 

Selon le proced£ de 1' invention, lorsque la 
methode photothermique choisie est une methode de 
deflexion photothermique, on eclaire 1 ' echantillon, 
comprenant par exemple des acides nucleiques, avec un 
faisceau lumineux appel6 faisceau pompe et 1* absorption 
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du faisceau pompe par 1 ' echantillon est detectee par la 
refraction ou la reflexion d'un faisceau sonde. 

Le faisceau pompe peut etre par exemple un laser 
pulse, ou un laser continu moduli en intensite. II a de 
preference une longueur d'onde d' emission dans la bande 
d' absorption de 1 1 echantillon, par exemple dans celle 
des acides nucleiques lorsqu'il s'agit de detecter une 
hybridation d' acides nucleiques. 

Selon 1' invention, le faisceau sonde a de 
preference une longueur d'onde qui n'est pas absorbee 
par le substrat ni par les molecules en presence. 

Selon 1* invention, le faisceau pompe peut etre un 
faisceau d'un laser choisi parmi un laser argon continu 
a 27 5 nm, ou un laser YAG quadruple de longueur d'onde 
266 nm. Le faisceau pompe peut egalement etre fourni 
par une source polychromatique , par exemple une lampe a 
vapeur de mercure, si le spectre d' emission de la 
source et son intensite permettent d'obtenir 
suf fisamment de signal pour la detection. 

Le faisceau sonde est dirige a proximite de la 
portion d ' echantillon 6clairee par le faisceau pompe. 
Par ailleurs, le faisceau sonde peut etre identique ou 
different du faisceau pompe. Le faisceau sonde est de 
preference a faisceau laser, par exemple celui d'un 
laser helium a 633 nm. 

La position relative des faisceaux sonde et pompe 
definit la configuration employee. Par exemple, le 
faisceau sonde peut traverser un ou plusieurs des 
milieux suivants : 1 ' echantillon, par exemple les 
oligonucleotides, le support solide, ou le milieu 
environnant, par exemple, un liquide ou de l'air. 
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L ' orientation du faisceau sonde par rapport au faisceau 
pompe peut etre choisie a loisir, par exemple en 
fonction de 1 ' encombrement m^canique et/ou pour 
optimiser la sensibilite en cherchant le maximum 
5 d' absorption en fonction de 1' angle d' incidence. 

Selon 1' invention, les faisceaux sonde et pompe 
peuvent se croiser. 

Selon 1' invention, les faisceaux sonde et pompe 
peuvent etre disposes dans une configuration transverse 

10 ou dans une configuration sensiblement colineaire. Dans 
la configuration transverse, les faisceaux sonde et 
pompe se croisent et sont perpendiculaires . Cette 
configuration est representee schemat iquement sur la 
figure la annexee. Dans la configuration sensiblement 

15 colineaire, les faisceaux pompe et sonde se croisent 
mais sont presque colineaires. La figure lb annexee est 
une representation sch^matique de la configuration 
colineaire . 

Sur ces figures, la reference 1 indique le 
20 faisceau pompe, la reference 3 le faisceau sonde dans 
la configuration transverse, la reference 5 le faisceau 
sonde dans la configuration sensiblement colineaire et 
la reference 7 1 • echantillon de mesure, positionne sur 
le support solide. 
25 La reflexion ou la refraction du faisceau sonde 

peut etre detectee au moyen d'une photodiode multi- 
element, par exemple d'un detecteur a deux ou quatre 
quadrants, d'une barrette ou d'une matrice, ou a l'aide 
d'une photodiode simple, soit part iellement recouverte 
30 par un cache ou couteau, soit ne recevant qu * une partie 
du faisceau sonde. 
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Dans le cas d'une photodiode simple, un autre 
detecteur peut etre n£cessaire, afin de dissocier les 
variations d* absorption de 1 ' echantillon des variations 
eventuelles de puissance du faisceau pompe , 
5 La figure 2 est une illustration schemat ique de 

differentes configurations de detection de la deviation 
du faisceau sonde. Sur cette figure, -A- represente 
schemat iquement un detecteur 9 bi-quadrant et un spot 
11 forme par le faisceau sonde sur le detecteur, -B- 

10 represente un detecteur quatre quadrants, -C- 
represente un detecteur matriciel, -D- represente une 
photodiode simple partiellement recouverte d'un cache 
13, et -E- represente un photodetec teur desaxe. 

Pour obtenir une sensibilite suffisante, la 

15 deflexion du faisceau sonde induite par 1 ' absorption 
d'une partie du faisceau pompe par 1 ' echantillon , par 
exemple par les oligonucleotides, est de preference 
distinguee des variations parasites dues a 
1 ' environnement , telles que les variations de 

20 temperature du laboratoire. Pour cela, le faisceau 
pompe peut etre marque temporellement , soit par une 
modulation s'il est continu, soit par son 
fonctionnement impulsionnel . La maitrise de la 
frequence de modulation ou de la possibility d' obtenir 

25 un signal de reference permet de detecter 
pref erentiellement la deflexion due a 1 ' echauf f ement 
engendre par 1' absorption partielle du faisceau pompe. 

Quelle que soit la configuration des faisceaux 
utilises, 1 ' information obtenue est locale et concerne 

30 une zone autour du point d' impact du faisceau pompe sur 
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1 • echantillon, comprenant par exemple des acides 
nucleiques . 

La taille de cette zone peut etre fixee par les 
parametres exper imentaux tels que la dimension du 
faisceau pompe au niveau du point d' impact sur 
1 ' echantillon ou sa frequence de modulation, et par le 
comportement thermique du support, de 1 ' echantillon et 
du milieu ambiant. Ceci est du notamment a la diffusion 
de la chaleur dans ces differents milieux. 

L ' information etant locale, l'appareil de 
detection peut etre couple a un systeme de deplacement 
du support solide relativement au faisceau pompe. 
L 1 ensemble permet alors de comparer les valeurs de 
deviation du faisceau sonde d'un point a 1 'autre de 
1 ' echantillon, en particulier le signal peut etre 
represent^ sous forme de cartographie . 

Par un point de 1 ' Echantillon, on peut par exemple 
comprendre une zone de reconnaissance moleculaire, 
c'est-a-dire une portion du support qui presente a sa 
surface des molecules presentant une propriete de 
reconnaissance d ' un type donne de molecules cibles. Le 
support solide est done associe a un echantillon, lui- 
meme constitue de plusieurs points ou zones de 
reconnaissance. Les supports sont alors des supports 
f onctionnalises . 

Dans le cas des acides nucleiques, chacune de ces 
zones de reconnaissance est associee a une seule sorte 
de molecule de capture qui est pref erent iellement , mais 
pas de maniere limitative, differente des autres zones 
de reconnaissance qui constituent le meme echantillon. 
Ainsi, il est possible soit d'augmenter la taille de 
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chaque zone de reconnaissance, soit d'avoir plusieurs 
zones de reconnaissance associees a la meme sorte de 
molecule de capture, et ce dans le but d'augmenter le 
signal a d^tecter. 
5 Lorsque le signal est represents sous la forme de 

cartographies on a alors la mesure de plusieurs zones 
de reconnaissance, qui correspondent a plusieurs 
molecules cibles hybridees ou non sur les molecules de 
capture . 

10 De plus, une ou plusieurs de ces zones de 

reconnaissance peuvent etre affectes a un ou plusieurs 
echantillons de calibration evoques precedemment . 

Lorsque cela est necessaire, le signal de 
deviation peut etre converti en valeur d' absorption par 

15 exemple par 1 ' intermediaire d'un echantillon de 
reference ou echantillon de calibration. Cet 
echantillon de reference, dont 1' absorption est connue 
et stable, peut faire l'objet d'une mesure de deflexion 
photo thermique dans les memes conditions experimentales 

20 que pour 1 ' echantillon ♦ La valeur obtenue permet par 
exemple de calculer un coefficient de conversion du 
signal electrique mesure en niveau d • absorption . 

Enfin, lorsque la mSthode pho tothermique est une 
methode de lentille thermique, on utilise un faisceau 

25 incident qui peut etre un faisceau laser choisi parmi 
un laser argon continu a 275 nm, ou un laser YAG 
quadruple de longueur d'onde 2 66 nm. 

La methode de lentille thermique est interessante 
car le montage est plus simple. 

30 En effet, dans ce cas, il n'y a qu'un seul laser 

qui fait office de laser sonde et de laser pompe . Apr£s 
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interaction avec 1 ' echantillon, le point de 
focalisation est modifie. La mesure consiste simplement 
a mesurer le changement du flux lumineux au point 
initial. Le faisceau pompe peut etre utilise soit en 
5 transmission, c'est-a-dire k travers 1 ' echantillon, 
soit en reflexion . 

L ' originali te de 1' invention repose done notamment 
sur le fait que jamais une technique photothermique n'a 

10 ete utilisee pour la detection d'une reconnaissance 
moleculaire par exemple d'une hybridation 

d ' oligonucleotides sur un support solide. Plus 
generalement, aucune methode basee sur la mesure de 
variation d' absorption n'a et£ utilisee pour ce type de 

15 detection sur support. 

Le procede de la presente invention presente 
notamment l'avantage de ne necessiter aucune etape de 
marquage ni marqueur . II peut etre utilise par exemple 
avantageusement pour un test diagnostique par une 

20 detection d ' hybridation d'acides nucleiques. Cette 
utilisation sera illustree dans les exemples 
d • application ci-dessous. 

De plus, il permet de detecter des absorptions et 
des variations d' absorption tres faible r par exemple de 

25 quelques dixiemes de parties par million. 

La presente invention se rapporte egalement a un 
dispositif pour, la mise en oeuvre du procede de 
1' invention, ledit dispositif comprenant les elements 
30 suivants : 

- un moyen de positionnement du support solide, 
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- un moyen d'eclairage dudit support, 

- un moyen de detection de 1' absorption de la 
lumi^re par 1 ' echantillon porte par le support, 
lorsqu'il est eclaire par ledit moyen 

5 d'eclairage, et 

- un moyen de posi tionnement dudit moyen 
d'eclairage et dudit moyen de detection. 

Selon 1' invention, le moyen de posi tionnement du 

10 support peut etre tout moyen connu de deplacement 
precis dudit support par exemple des platines de 
translation et de rotation micrometrique par exemple de 
la marque de commerce MicroContrdle . Ces moyens peuvent 
etre motorises afin de permettre une automat isation 

15 notamment pour une cartographie . 

Selon 1 1 invention, les moyens d'eclairage de 
1 • echantillon et de detection de 1' absorption de la 
lumiere par 1 ' echantillon peuvent etre choisis 
notamment en fonction de la methode photothermique 

20 utilisee, du support et de la reconnaissance 
moleculaire a detecter. Le moyen d'eclairage de 
1 ' echantillon peut etre par exemple un faisceau pompe 
tel qu'il est defini precedemment . 

Lorsqu'il s'agit d'une methode de deflexion 

2 5 photothermique, le moyen de detection de 1* absorption 
peut comprendre un faisceau sonde et des moyens de 
detection de la refraction ou de la reflexion d'un 
faisceau sonde. Ces moyens sont decrits ci-dessous et 
dans les exemples suivants . 

30 Lorsqu'il s'agit d'une methode de lentille 

thermique, le moyen de detection peut comprendre un 
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' faisceau sonde et un diaphragme place au point de 
f ocalisation. 

Selon 1' invention, les moyens de posit ionnement 
des moyens d'eclairage et de detection precit£s peuvent 
5 etre des moyens tels que ceux precites pour le 
posit ionnement du support. 

D'autres elements de 1' invent ion et avantages 
apparaitront encore a la lecture de la description et 
10 des exemples qui suivent en reference aux dessins en 
annexe, donnes bien entendu a titre illustratif et non 
limitatif . 



Breve description de 1 • annexe et des figures 

15 La liste des sequences illustrant 1 1 exemple 4 est 

donnee dans 1 1 annexe . 

- la figure 1 est une illustration schematique 
des configurations transverse (figure la) et 
colineaire (figure lb) des faisceaux pompe et 

20 sonde dans une detection par deflexion 

photothermique selon le procede de 

1 ' invention ; 

- la figure 2 est une illustration schematique de 
differentes configurations de detection de la 

25 deviation du faisceau sonde ; 

- la figure 3 est une illustration schematique 
d'une mesure de 1* absorption d ' un echantillon 
par la methode de deflexion photothermique 
selon 1 * invention ; 
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- la figure 4 est un schema illustrant un 
dispositif pour la mise en oeuvre du procede de 
la presente invention ; 

- la. figure 5 est un graphique illustrant des 
resultats de mesure de 1* absorption d'un 
echantillon constitue d'acides nucleiques selon 
le procede de la presente invention ; 

- la figure 6 est une cartographie d'une 
detection selon le procede de la presente 
invention realisee sur un Echantillon 
comportant deux rangees de plots 
d * oligonucleotides ; 

- les figures 7a et 7b sont des histogrammes qui 
representent le nombre de pixels de la 
cartographie de la figure 6. 

Examples 

Exemple 1 : methode de mesure 

Le systeme utilise selon 1 1 invention est base sur 
la deflexion photothermique en configuration 
transverse . 

La figure 3 en annexe est une illustration 
schematique de principe d'une mesure de 1 ' absorption 
d'un echantillon par la methode de deflexion 
photothermique selon 1' invention. 

Sur cette figure, le faisceau pompe 15 est issu 
d'un laser argon continu a 27 5 nm (COHERENT de type 
INOVA 40 (marque de commerce) , il est focalise sur 
1 ' echantillon 7 k 1 1 aide d'un miroir spherique (non 
represented , le diametre du spot (non represented est 
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d' environ 70 microns a la surface de 1 * echantil Ion 7. 
La longueur d'onde du faisceau pompe est choisie de 
maniere a permettre la detection de 1 ' hybridation 
d'acides nucleiques. La puissance du faisceau pompe est 
5 de 300 mW en sortie du laser. 

Le faisceau sonde 17 est celui d'un laser Helium- 
N6on a 633 nm. La longueur d'onde de ce faisceau sonde 
est indif f erente . Selon 1' invention, une longueur 
d'onde eloignee de celle du faisceau pompe permet 

10 d'obtenir un meilleur rapport signal sur bruit. 

La detection de la deflexion est effectuee a 
I'aide d'un detecteur quatre quadrants -B- (voir figure 
2) suivi d'une electronique d ' amplification et de 
soustraction (non representee) .La reference 17a indique 

15 le faisceau sonde devi£ par deflexion photothermique. 
L' angle 0 indique 1 ' angle d' incidence du faisceau pompe 
par rapport a la normale 20 a 1 ' echant illon ( indiquee 
en trait mixte) . 

Un filtre interf £rentiel (non represente) 

20 selectionnant la longueur d'onde du faisceau sonde peut 
etre plac6 devant le detecteur quatre quadrants afin 
d'eviter 1' influence d'une lumiere parasite provenant 
du faisceau pompe moduli. 

Dans le dispositif de la presente invention, le 

25 laser sonde, le detecteur quatre quadrants et 
1 ' Electronique associee peut faire partie integrante 
d'une cellule de mesure commerciale par exemple celle 
de la soci£te ALIS. Le signal issu de cette cellule est 
envoye vers une detection synchrone. 

30 Le faisceau pompe peut etre module grace a un 

disque a fente mecanique, appele aussi ci-apres chopper 
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mScanique, dont la frequence est reglable. Le signal de 
commande du chopper sert de reference a la detection 
synchrone. La frequence est de 157 Hz. Le signal mesurS 
est obtenu a la sortie de la detection synchrone 
(amplitude du signal de deviation a la frequence de 
modulation du faisceau pompe) . 

Le positionnement de 1 ' echantillon et des deux 
faisceaux les uns par rapport aux autres est assure par 
des platines de translation et de rotation (marque de 
commerce Micro-Controle , dont certaines sont motorisees 
afin de permettre une automatisat ion pour une 
cartographies par exemple d ' une biopuce, et dans 
certaines phases du reglage. Les reglages sont 
effectues automatiquement afin de maximiser le signal 
de deflexion dans un plan orthogonal a 1 ' echantil Ion 
contenant le faisceau sonde. Lors des cartographies, si 
cela est nScessaire, un deplacement correctif est 
effectue dans une direction orthogonale aux axes de 
balayage de la cartographie afin de garantir la 
conservation d'un positionnement relatif correct au 
cours de la cartographie. Ce deplacement correctif est 
determine automatiquement dans une etape preliminaire 
de mesure. L' angle d' incidence du faisceau pompe par 
rapport a la normale a 1 1 echantil Ion, et 1 'orientation 
de la cellule par rapport a 1 ' echantillon , peuvent etre 
reglables. Les positions et orientations relatives des 
faisceaux sonde et pompe peuvent etre egalement 
reglables independamment . 

Un schema d'un dispositif selon 1' invention est 
represents sur la figure 4 annexee . Sur cette figure, 
un obturateur, non represents sur le schema, permet de 
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couper le faisceau pompe pendant les phases de 
deplacement et de le retablir pendant un laps de temps 
bien determine apres un temps d'attente choisi pour 
permettre la stabilisation du montage apres un 
deplacement. La reference 19 indique un laser argon k 
275 nm, la reference 21 des miroirs de posi tionnement 
du faisceau laser, la reference 23 indique un chopper 
mecanique, la reference 25 le faisceau laser apres son 
passage a travers le chopper, la reference 27 un miroir 
de focalisation et la reference 31 1 ' echanti 1 Ion de 
mesure . 

La reference 34 constitue la cellule de mesure 
dans laquelle sont integres le laser sonde 32 et la 
diode a quatre quadrants 33. 

La repetabilite du posi tionnement de 1 ' echant illon 
peut etre assuree par exemple par une lunette 
autocollimatrice qui n'est pas representee sur le 
schema. L* ensemble du dispositif de mesure peut etre 
pilote par une station de travail, qui commande les 
deplacements et fait 1 ' acquisition des signaux de 
deviation dans deux directions orthogonales . 

Dans ce mode de realisation, la deviation est 
mesuree suivant une direction parallele au plan de 
1 ' echantillon et suivant une direction orthogonale a 
celui-ci. C'est cette derniere qui constitue le signal 
utile. Le signal electronique fourni par la detection 
synchrone peut etre utilise tel quel par comparaison 
d'un point a un autre de 1 1 echantillon . 

On peut egalement le convertir en valeur 
d' absorption en effectuant une mesure de reference sur 
un echantillon repute stable dans le temps et sous flux 
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laser, dont 1 ' absorption est mesurable au 
spectrophotometre et se situe dans la gamme de 
linearite du banc de mesure de deflexion 
photothermique . 

5 

Example 2 t Preparation des supports fonctionnalises 

Les molecules choisies dans cet exemple sont des 
acides nucleiques, en particulier des oligonucleotides. 

La realisation des couches minces biologiques pour 
10 former 1 ' echantillon de mesure selon le procede de la 
presente invention peut par exemple comporter deux 
etapes : 

1) f onctionnalisation du substrat, et 

2) greffage des oligonucleotides. 

15 

Fonctionnalisation du substrat 

Le support choisi est en silice. Les 
oligonucleotides ne pouvant pas etablir de liaison 
covalente avec ce type de materiau, ce dernier est 

20 f onctionnalise . La fonctionnalisation du support a pour 
objet de modifier la surface du substrat afin d'y 
introduire des groupements reactifs qui permettront le 
greffage des oligonucleotides. 

Cette etape requiert, par exemple, un premier 

25 traitement du support par exemple par un melange 
sulf ochromique puis une silanisation . Le traitement par 
le melange sulf ochromique peut etre realise au moyen 
d'une solution saturee d 1 oxyde de chrome dans de 
l'acide sulfurique a 95%. Il a pour objectif d'eliminer 

30 les contaminants organiques presents sur le support et 
de generer des groupements silanols. La silanisation 
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est ensuite realisee par les techniques classiques de 
silanisation, par exemple par incubation du support 
dans une solution de toluene, 

aminopropyldimethylethoxysilane ( AMPMES ) 1%. Durant 
5 cette 6tape, les silanes reagissent avec les 
groupements silanols generes au cours du traitement par 
le melange sulf ochromique . II en resulte la formation 
d'une couche de silane porteuse de groupements amine 
sur lesquels il est possible de greffer des 
10 oligonucleotides . 

Greffage des oligonucleotides 

Les oligonucleotides, qui constituent les 
molecules de capture, sont greffes sur le support soit 
15 directement, soit par 1 ' intermediaire d'une molecule 
d ' avidine . 

Dans ce dernier cas, une molecule d 1 avidine est 
prealablement greffee sur le silane par 1 ' intermediaire 
d'un agent de couplage, le phenylene-di isothiocyanate 

20 (PDC) . L'avidine presente une forte affinite pour une 
petite molecule : la biotine. Elle peut done 
reconnaitre et fixer tres fortement un oligonucleotide 
porteur d'une biotine, Le support est done incube dans 
une solution de dimethylf ormamide/pyr idine 10% PDC 

25 0,2%. Apres lavage et sechage du support, l'avidine est 
deposee sous forme de gouttes de quelques millimetres 
de diametre sur le support. Au meme endroit est depose 
1 ' oligonucleotide porteur d'une biotine. 
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Example 3 : Utilisation des supports fonctionnallses 

Cette etape consiste k effectuer 1 ' hybridation 
d'acides nucleiques ou de fragments de ceux-ci, qui 
constituent les molecules cibles presente dans la 
5 solution a tester. Elle consiste essentiellement en 
deux etapes : 

1) hybridation des acides nucleiques (dans 
1' experience d^crite, un oligonucleotide 
complementaire) , et 
10 2) lavage des acides nucleiques non hybrides . 

Bien entendu prealablement a ces etapes et dans le cas 
particulier des acides nucleiques, il peut y avoir 
necessite a effectuer d'autres etapes preparatoires 
15 pour obtenir la solution a tester. Ces etapes peuvent 
etre des Stapes d ' extraction, d' amplification et de 
clivage. 

Extraction 

20 Cette extraction est realisee de maniere tout a 

fait classique. En fait, on peut utiliser n'importe 
quelle technique d' extraction d ' ADN , permettant 
d' obtenir du materiel susceptible d'etre ul terieurement 
amplifie par un procede d ' amplification . Ces techniques 

25 de lyse des cellules, avec extraction puis purification 
des acides nucleiques sont habi tuel 1 ement celles 
recommandees pour des analyses genet iques, ou 
techniques rapides utilisant des produits commerciaux, 
tels que QIAmp Blood Kit (Marque deposee) de QIAGEN 

30 S.A. 
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Amplification 

Ainsi, il peut etre judicieux d'augmenter le 
nombre de molecules cibles en amplifiant le signal. De 
tres nombreuses techniques d' amplification existent. 
L'6tat de la technique decrit des methodes permettant 
d' amplifier des sequences nucleot idiques utilisant des 
amorces specif iques de ces sequences a amplifier. Ainsi 
on peut amplifier un fragment d'acide nucleique 
d'interet au sein d'une preparation d'acides 
nucleiques. De nombreuses techniques utilisent des 
oligonucleotides complementaires de la sequence cible 
servant d' amorces pour 1' elongation par une polymerase. 

Pour 1 ' amplification des ADN, il existe la PCR 
(Polymerase Chain Reaction) , telle que decrite dans les 
brevets US-A-4 , 683 , 195 , US-A-4 , 683 , 2 02 et US-A- 
4,800,159, la LCR (Ligase Chain Reaction), exposee par 
exemple dans la demande de brevet EP-A-0 . 201 . 184 , ou la 
RCR (Repair Chain Reaction) , decrite dans la demande de 
brevet WO-A-90/01069 . 

Pour 1 ' amplification des ARN, plusieurs techniques 
ont aussi ete decrites dans differents documents. Ces 
techniques sont les suivantes : 

- 3SR (Self Sustained Sequence Replication) avec la 
demande de brevet WO-A-90/06995 , 

- NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based Amplification) 
avec la demande de brevet WO-A-91/ 02 818 , 

- SPSR (Single Primer Sequence Replication) avec le 
brevet US-A- 5 , 194 , 37 0 , et 

- TMA (Transcription Mediated Amplification) avec le 
brevet US-A-5 , 399 , 491 . 
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Clivage 

Le clivage peut egalement etre judicieux car le 
produit des amplifications peut etre constitue d'acides 
nucleiques de grandes tailles. Ainsi, lorsque 1 ' on 
hybride de tels acides nucleiques cibles sur des 
molecules de capture, les duplex formes apres 
hybridation avec les acides nucleiques cibles sont peu 
stables. C'est Egalement le cas lorsque les 
polynucleotides sont utilises en tant que sondes de 
detection. Les raisons peuvent etre dues a la gene 
sterique ou au manque de specificite entre la molecule 
de capture, qui a ete synthetise, et sa molecule cible 
qui n'est pas forcement de meme taille. II va done y 
avoir une perte quantitative et qualitative du signal. 

La gene sterique peut etre le fait, non seulement, 
de la longueur de 1 ' acide nucleique, mais egalement de 
1' existence ou de la conservation de structures 
secondaires. Le clivage permet de detruire ces 
structures et ainsi d'optimiser 1 ' hybridation . Cette 
gene sterique joue un role particulierement important 
dans le cas de 1 ' hybridation sur des surfaces contenant 
des sondes de capture a forte densite, par exemple les 
puces a ADN mises au point par la societe Affymetrix 
{"Accessing Genetic Information with High-Density DNA 
arrays", M. Shee et al., Science, 274, 610-614. "Light- 
generated oligonucleotide arrays for rapide DNA 
sequence analysis" , A. Caviani Pease et al . , Proc . 
Natl. Acad. Sci. USA, 1994, 91, 5022-5026). Dans cette 
technologies les sondes de capture sont generalement de 
tailles reduites, autour de vingt nucleotides. 
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En ce qui concerne le clivage des acides 
nucleiques, de nombreuses methodes sont decrites dans 
l'etat de la technique. Premierement, le clivage peut 
etre enzymatique, c'est-a-dire que la fragmentation des 
5 acides nucleiques peut §tre realisee par des nucleases 
(DNases ou RNases) . On genere alors des fragments de 
petites tailles avec des extremites 3' -OH, 5' -OH, 3'- 
phospha te , 5 ' -phosphate . 

Deuxiemement, le clivage peut etre chimique. Par 
10 exemple dans le cas des ADN , on peut effectuer la 
depurination ou la depyrimidination des ADN , qui sont 
alors cliv^s en presence d'une base par un mecanisme 
dit de « P-elimination ». Le clivage des ADN peut etre 
realise par des mecanismes d'oxydation, d ' alkylat ion, 
15 d' addition de radicaux libres entre autres. Pour cliver 
les ARN, on utilise des cations metalliques souvent 
associes a des molecules organiques utilisees comme 
catalyseurs chimiques, par exemple ]' imidazole . Ce 
clivage est pref erentiellement realise en milieu 
20 alcalin et genere des fragments avec des extremites 3'- 
phosphate . 

Hybridation 

Le support sur lequel sont greffes les 
25 oligonucleotides est alors incube dans une solution 
contenant 1 ■ oligonucleotide complementaire par exemple 
une solution SSPE 6X + Triton X-100 a 0,05% + cible a 
2 0 nM ; 3 0 min. a 3 5°C. 
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Lavage des acides nucleiques non hybrides 

Apres hybridation, les acides nucleiques n ' ayant 
pas hybrides sont elimines par lavages dans la meme 
solution SSPE 6X + Triton X-100 0,05%. 
5 Juste avant la detection selon le procede de la 

presente invention, les echantillons sont sortis de 
leur solution de lavage, passes rapidement sous l'eau 
pour eliminer le tampon en prenant garde de ne pas 
"deshybrider " les acides nucleiques, et seches a l'air. 

10 

Resul tats 

Une cartographie est realisee sur un echantillon 
comportant deux rangees de plots d • oligonucleotides . 
Chaque plot fait environ trois millimetres de diametre . 

15 Les plots de la rangee inferieure component des 
oligonucleotides 32meres hybrides par leur 

complementaire alors que ceux de la rangee superieure 
comportent un autre oligonucleotide 32meres, non 
complementaire. Le pas de cartographie est de 

20 250 microns. 

Le temps de mesure est de 5 secondes par point 
dont une seconde avant ouverture de 1 ' obturateur . Le 
point de mesure est done illumine pendant 4 secondes. 
Les mesures sont effectuees aussi rapidement que 

25 possible pendant cette duree . Le delai vise entre 
chaque mesure est d'un dixieme de seconde. En chaque 
point de mesure, on dispose done d'un signal dependant 
du temps. L* allure de la variation du signal en 
fonction du temps est representee par la courbe sur la 

3 0 figure 5 annex^e . 
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Sur cette figure, sur l'ordonnee, S represente le 
signal en unite d'absorbance, et sur I'abscisse, t 
represente le temps en secondes. 

Le signal comporte une periode de bruit de fond, 
avant ouverture de 1 ' obturateur , suivie d 1 une montee 
rapide apres 1' ouverture. Lorsqu'un maximum est 
atteint, le signal mesure redescend, traduisant en cela 
1' evolution de 1 ' echantillon au point de mesure. Pour 
comparer les signaux obtenus en chaque point de la 
cartographies il a ete preferable d'extraire de chaque 
signal une valeur qui puisse etre affichee sous forme 
de cartographie . Cette valeur peut etre par exemple le 
maximum mesure ou la valeur a un temps de mesure donne . 
Il est egalement possible d'ajuster une fonction bien 
choisie a chaque signal temporel et choisir comme 
valeur representative l'un des parametres d ' ajustement 
de la fonction ou le maximum de celle-ci . Apres cette 
phase de traitement, le resultat est affiche sous forme 
de cartographie. 

La cartographie que nous avons obtenue 
experimentalement est donnee sur la figure 6 en annexe. 
Il s'agit des maxima du signal mesure en chaque point 
de la cartographie, maxima ayant lieu pour t proche de 
1,5 seconde. Sur cette cartographie, les plots 
d ' oligonucleotides, hybrides ou non, se distinguent 
parfaitement du fond dont 1' absorption est beaucoup 
plus faible. Les plots de la colonne de droite, de 
couleur bleu clair sur la cartographie, ont une 
absorption plus faible que ceux de la colonne de 
gauche, de couleur verte a jaune sur la cartograhie ; 
les rectangles noirs correspondent a des zones non 
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cartographies, car il y a eu un decalage manuel du 
support pendant 1 ' acquisition de la cartographie pour 
mieux voir les plots de la colonne de droite. 
L ■ observation de la cartographie suffit done pour 
5 determiner si un plot d ' oligonucleotide est hybride ou 
non . 

Les hi stogr amines des figures 7a et 7b en annexe 
representent le nombre de pixels de la cartographie 
(axe des ordonnees) pour une intensite de signal donnee 

10 (axe des abscisses), a deux echelles differentes pour 
les ordonnees. On voit clairement apparaitre trois 
modes, correspondant a 1' absorption du fond, des 
oligonucleotides non hybrides, et des oligonucleotides 
hybrides, Ces modes sont bien separes ce qui permet 

15 d'utiliser des methodes de traitement d ' image 
permettant de reconnaitre automatiquement les plots 
hybrides ou non. Un simple seuillage permet par exemple 
de ne conserver que les plots hybrides et quelques 
points absorbants aisement distingues des plots de 

20 mesure. 

Exemple 4 s Test diagnostique 

Une partie importante de la composante genetique 
de la susceptibilite a la polyarthrite rhumatoide a pu 

2 5 etre associ^e aux genes HLA-DRB , codant pour la chaine 
b des molecules HLA-DR impliquees dans la presentation 
des peptides aux lymphocytes T, fonction pivot au caeur 
des mecanismes de regulation de la reponse immunitaire. 
II a ete montre plus precisement que la presence d'une 

30 sequence particuliere de cinq acides amines, 
correspondant aux positions 70 a 74 de la troisieme 
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region hypervariable des molecules HLA-DRbl, etait 
retrouvee pour differents alleles rapportes comnie etant 
associes a la polyarthrite rhumatoide. L ' implication de 
cet « epitope partage » correspondant aux sequences 
5 QKRAA ou QRRAA ou RRRAA (code a une lettre des acides 
amines) est desormais bien documentee. 

Toutefois, si ce groupe d' alleles DRB1*04 est 
ef f ectivement associe a la polyarthrite rhumatoide, 
tous les alleles actuellement connus <DRB1*0401 a 

10 DRB1*0427) ne sont pas forcement associes a cette 
maladie. Il peut en resulter que si 1 ' on se limite a un 
typage du groupe d' alleles DRB1*04, en fonction des 
alleles presents, on pourra obtenir, outre de vrais 
positifs ou de vrais negatifs, des faux positifs qui 

15 vont alarmer inutilement le medecin et le patient. 

Dans le cas d'une technique de biologie 
moleculaire (analyse des alleles DRBT : resultats 
rendus selon la nomenclature DRB1*01 a DRB1*10), le 
clinicien s'interesse essentiellement a la presence 

20 d'allele(s) DRB1*04. 

En cas de resultats suggerant une predisposition a 
la maladie, un deuxieme test est generalement pratique, 
utilisant une technique de biologie moleculaire dite de 
haute resolution dite de sous-typage du DR4 , pour 

25 preciser l'allele DRB1*04 (DRB1*0401 a 0427 selon la 
nomenclature of f icielle en 1998) , seuls les alleles 
DRB1*0401, 0404, 0405 et 0408 etant rapportes comme 
etant associes a la maladie. 
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Extraction 

L' extraction est effectuee par des produits 
commerciaux evoques precederament, tels que QIAmp Blood 
Kit (Marque d£posee) de QIAGEN S.A. 

5 

Amplification 

Cette amplification concerne le locus HLA-DR, 
incluant la region de 1 ' exon 2 qui correspond aux 
codons 5 a 94 selon la nomenclature officielle, des 
10 genes HLA-DRB . Le tableau 1 ci-dessous decrit les 
amorces utilisees lors de 1 ' ampli f ication par PCR de ce 
locus pr6cedemment decrit. II donne egalement 
1' ensemble des conditions physico-chimiques permettant 
la realisation de cette amplification. 

15 



Amorces 


r PI (amorce 5'-DR) : CCG GAT CCT TCG TGT CCC CAC AGC 
ACG (5*>3*) 

- P2 (amorce 3*-DR) : TCG CCG CTG CAC TGT GAA G <5 ? >.V) 


Melange 
reactionnel 


- tampon 10X TEMAG (*) : 10 ul 

- dNTPs (20 mM) : 1 ul (0.2 mM final) 
-PI (30 uM) : 0.8 ul (0.25 \xM final) 

- P2 (30 uM) : 0.8 ul (0.25 pM final) 

- AmpliTaq (5 U/ul) : 0.5 pi (2.5 U) 

- ADN : 100-500 ng 

- HiO : QSP 100 pi 


Programme 
d* amplification 


(5 min a 96°C) + 10 x (10 sec a 98°C + 30 sec a 65°C + 30 sec a 
72°C) + 30 x (20 sec h 96°C + 30 sec a 65 U C + 30 sec a 72°C) 



Tableau 1 ; amplification simultanee de la region 

d' int^ret HLA-DR 



20 (*) : Tampon 10X TEMAG : 500 mM Tris-KCl pH 8.8 , 150 
mM Sulfate Ammonium, 15 mM MgCl2* 500 uM EDTA , 0.1 % 
gelatine 
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Dans cet exemple, la distance separant les deux 
amorces PI et P2 est choisie pour etre suffisamment 
courte pour ne pas avoir a effectuer de clivage. Bien 
entendu, si les amplicons realises le necessitent, 
5 cette fragmentation des acides nucleiques peut etre 
effectuee selon les moyens et conditions exposes plus 
haut . 



Preparation des supports f onctionnalises 

10 Pour pouvoir realiser une etude de predisposition 
genetique a la polyarthrite rhumatoide, il y a lieu 
d'utiliser un ensemble de reactions d ' hybridation 
mettant en ceuvre un jeu de sondes oligonucleotidiques 
permettant 1' analyse precise d' alleles ou de groupes 

15 d' alleles HLA-DRB1 et HLA-B*27 . Le tableau 2 decrit 
1' ensemble des sondes qui est utilise pour la detection 
de ces deux maladies. Les indications qui sont donnees 
de la gauche vers la droite sont les suivantes : 

la reference de la sonde attribue dans la 

2 0 nomenclature HLA , 

- le numero de la sequence attribue dans ce document, 

- le gene HLA conceme, 

- la sequence constituant cette sonde, et 

- la localisation des codons (trois nucleotides) sur 
2 5 les genes HLA. 
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Sonde 


SEQID 

JNL> 


Gene 

HI A 


Sequence (5>3') 


Localisation 


I c + 


1 


DR 


TTC GAC AGC GAC GTG GGG 


40-45 


c - 


2 




T A T A A A /"*"T TAT' (~*lf~l. P. AT A 

IA1 UAA At 1 IA1 IjCjLj LjA I At 




4 


3 


DR 


/"•AT A f^T T/^T A Tf~* A (~^(~* A 

CjAI AC I 1LI AIL ALL A 




QK7I 


4 


DR 


GAG CAG AA1 LGG ICC 
KjAKj CAO AAO CC/Lr UC L 


71 


IDE/1 


c 
D 


DK 


L 1 VJ UAA UAL Lj/\1 LUU 

CTG GAA GAC GAG CGG 


77 


E74 


6 


DR 


\r*r* ata inr^ \nr^ ir^T a m 
AOL A1A ILfL IvjO 1L1 All 

4r?r* 4r74 nr^r' ggg ccg agg 


fyQ 7S 


QR71 


7 


DR 


CAG AGG CGI Gil ICI GTG 

fji/; AGG CGG GCC GCG GTG 


70-75 


S57 


8 


DR 


GCC TAG CGC CGA GTA 


55-60 


1 
1 


1 1 
1 1 




TCifi PAfi CTT AACi TTT GAA 


9-14 


52 


12 


DR 


TAC TCT ACG TCT GAG T 


| 10-15 


2 


13 


DR 


CAG CCT AAG AGG GAG TG 


10-15 


7+9 


14 


DR 


IAG GTI GAC AIC GTG TGC 
CAG GTG GAC ACC GTG TGC 


74-79 


10 


15 


j DR 


GGA GGA GGT TAA GTT 


8-13 


8+12 


16 


DR 


CTC TAC GGG IGA GT 
CTC TAC GGG TGA GT 


10-15 


3 


19 


DR 


CCG GGT GGA CAA CIA C 
CCG GGT GGA CAA CTA C 


73-78 



Tableau 2 : Sondes oligonucleot idiques 



5 Pour certaines sondes, une deuxieme sequence en 
caracteres italiques precise la sequence naturelle, 
c'est-a-dire uniquement constitute des quatre 
nucleotides adenosine (A) , thymine (T) , guanine (G) et 
cytosine (C) . Les autres sequences reprennent les memes 
10 nucleotides a 1' exception de la substitution de 
certains par des nucleotides differents. Dans le cas 
present, il s'agit de l'inosine. L ' utilisation des 
inosines permet d ' ameliorer encore la specif icite des 
sondes vis-a-vis des sequences auxquelles elles. vont 
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s'hybrider. La specificite des sondes de captures est 
bien precis6e dans le tableau 3 ci-apres. 



Sonde 


SEQ ID NO 


Specificite 


C + 


1 


Tousles DRB1* 


C- 


2 


Aucun 


4 


3 


DRB I *04 


QK7I 


4 


DRB 1*0401, allele possedanl le motif QKRAA correspondant a 
1' epitope partage 


IDE71 


5 


DRB 1*0402 


E74 


6 


DRB 1 *0403. 0406 et 0407 


QR71 


7 


DRB 1*0101, 0404,0405, 0408 et 1402, allele possedanl le motif 
QRRAA correspondant a r epitope partage 


S57 


8 


DRB 1*0405 


1 


9 


DRB1*01 


52 


10 


DRB 1*03, I 1, 13 et 14 


2 


11 


DRB 1*02 


7+9 


12 


DRB 1*07 et09 


10 


13 


DRB1*10 


3 


14 


DRB 1 *03 j 


8+12 


15 


DRB 1*08 et 12 



5 

Tableau 3 : Specificities principales des molecules ou 

sondes de capture 

Ces sondes sont ensuite mises en place sur le 
10 support solide comme evoquees precedemment . Bien 
entendu pour faciliter 1' analyse ulterieure, il 
convient de positionner chaque type de sonde sur un 
point ou une zone de reconnaissance. 
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Dans le cas present. il y a n^cessite d' avoir 
quinze zones de reconnaissance differentes, en incluant 
les controles, qu'ils soient positif ou negatif. II est 
egalement possible d'effectuer d'autres tests sur un 
5 m£me support solide, il suffit pour cela d'augmenter le 
nombre de zones de reconnaissance. 



Zones de reconnaissance 


Zones de reconnaissance 


C + 


SEQ ID NO 1 




SEQ ID NO 9 


c- 


SEQ ID NO 2 


52 


SEQ ID NO 10 


4 


SEQ ID NO 3 


2 


SEQ ID NO 11 


QK71 


SEQ ID NO 4 


7 


SEQ ID NO 12 


IDE71 


SEQ ID NO 5 


10 


SEQ ID NO 13 


E74 


SEQ ID NO 6 


8+12 


SEQ ID NO 14 


QR7I 


SEQ ID NO 7 


3 


SEQ ID NO 15 


S57 


SEQ ID NO 8 





Tableau 4 : Organisation des differentes zones de 
reconnaissance sur le support solide 

10 

II y a un controle positif (SEQ ID NO 1), qui 
permet de detecter tous les alleles du gene DRB1 * , ce 
qui permet de controler que 1 ' amplification a bien 
concerne la region d'interet comprise entre les amorces 

15 PI et P2 decrites dans le tableau 1. Le controle 
negatif (SEQ ID NO 2) n'a pas d'objectif diagnostic, il 
n'est present que pour repondre a certaines normes . 
Cette sequence n'est absolument pas specif ique du HLA, 
et correspond k une sequence aleatoire non retrouvee 

20 chez les genes HLA. 

La SEQ ID NO 3 permet le typage de 1 ' ensemble des 
alleles qui constitue le groupe DRB1*04. Elle permet 
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1 ' identification de tous les alleles DRBl*04, alleles 
appartenant au groupe defini par des techniques de 
typage HLA par serologie, comme le groupe DR4 . II 
s'agit d'une sonde a faible resolution, c'est-a-dire 
que de nombreux alleles peuvent etre reconnus par 
celle-ci . 

Les SEQ ID NO 4 a 8 permettent, quant a elles, le 
sous-typage de certains des alleles qui constituent le 
groupe DRB1*04, en precisant le ou les alleles 
partageant une sequence part iculiere . II s'agit de 
sondes a haute resolution, c'est-a-dire que quelques 
alleles, voire un seul , peuvent etre reconnus par une 
de ces sondes. 

Toutes ces sondes sont utilisees pour detecter les 
alleles possedant 1' epitope partage associes a la 
predisposition genetique h la polyarthrite rhumatolde. 
Plus particulierement , les sondes SEQ ID NO 4 et 7 
permettent de detecter les alleles associes a la 
susceptibilite a la polyarthrite rhumatolde, et les 
sondes SEQ ID NO 5 et 6 permettent de detecter les 
alleles associes a la resistance A ladite polyarthrite 
rhumatolde. La sonde SEQ ID NO 8 permet de confirmer la 
presence d'un allele DRBl*0405. 

Resultats 

Dans les resultats ci-apres exposes, on a 
travaille avec des solutions a tester dont on 
connaissait les caracter ist iques , afin de pouvoir 
controler si les resultats obtenus avec le procede 
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d' analyse, selon la presente invention, sont bien 
conformes h la realite. 

l^re SOLUTION A TESTER : 
5 Le tableau 5 qui suit, met en evidence les valeurs 

de signal obtenues avec la premiere solution a tester, 
auxquelles on a soustrait la valeur du signal de la 
sonde SEQ ID NO 2 (t£moin negatif ) . Ces valeurs plus ou 
moins eloignees de la valeur zero, permettent de 
10 deduire si 1 ' hybridation a eu lieu ou non. La valeur 0 
a ete mise pour toutes les valeurs ne se distinguant 
pas signif icativement de la valeur obtenue pour SEQ ID 
NO 2 (ecart inferieur a deux fois 1 1 erreur standard a 
la moyenne calculee pour la sonde SEQ ID NO 2) . 

15 



Sonde associee a la zone de 
reconnaissance 


Signal (unite 
arbitraire) 


+ /- 


Sonde associee a la zone de 
reconnaissance 


Signal (unite 
arbitraire) 




SEQ ID NO 1 


3000 


+ 


SEQ ID NO 9 


0 




SEQ ID NO 2 






SEQ ID NO 10 


0 




SEQ ID NO 3 


920 


+ 


SEQ ID NO 1 1 


2100 


+ 


SEQ ID NO 4 


260 


+ 


SEQ ID NO 12 


0 




SEQ ID NO 5 


0 




SEQ ID NO 13 


0 




SEQ ID NO 6 


0 




SEQ ID NO 14 


0 




SEQ ID NO 7 


0 




SEQ ID NO 15 


0 




SEQ ID NO 8 


0 







Tableau 5 : Resultats d' hybridation obtenus avec la 



premiere solution a tester 



2799281 



39 

L ' analyse du HLA-DR montre que : 

- la sonde SEQ ID NO 1 est positive : 1 ' amplification 
HLA-DR et le test d' hybridation ont correctement 
fonctionne, 

5 - les sondes SEQ ID NO 3 et SEQ ID NO 4 sont 

positives : un allele DRB1*0401 est present, et 

- la sonde SEQ ID NO 11 est positive : un allele 
DRB1*02 est present. ' 

En conclusion, il y a presence d'un allele de 
10 susceptibilite a la polyarthrite rhumatoi.de 

(DRB1*0401) , le second allele etant DRB1*02 qui fait 
preuve de neutrality vis-A-vis de la polyarthrite 
rhumatoide . 

Le typage HLA de ce premier 6chantillon etait HLA- 
15 DRB1*0401 / 1602. 



2 eme SOLUTION A TESTER : 

Le tableau 6 qui suit, met en evidence les valeurs 
de DO obtenues avec la deuxieme solution a tester. 



Sonde associee a la zone de 
reconnaissance 


Signal (unite 
arbitraire) 


+ /- 


Sonde associee a la zone de 
reconnaissance 


Signal (unite 
arbitraire) 




SEQ ID NO 1 


3000 


+ 


SEQ ID NO 9 


0 




SEQ ID NO 2 


0 




SEQ ID NO 10 


0 




SEQ ID NO 3 


310 


+ 


SEQ ID NO 1 I 


2700 


+ 


SEQ ID NO 4 


0 




SEQ ID NO 12 


0 




SEQ ID NO 5 


370 


+ 


SEQ ID NO 13 


0 




SRQ ID NO 6 


0 




SEQ ID NO 14 


0 




SEQ ID NO 7 


0 




SEQ ID NO 15 


0 




i SEQ ID NO 8 


0 







2 0 Tableau 6 ; Resultats d ' hybridation obtenus avec la 

deuxieme solution a tester 
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II y a quatre sondes positives, qui sont : 

- la sonde SEQ ID NO 1 : 1 ' amplification HLA-DR et le 
test d' hybridation ont bien fonctionne, 

5 - la sonde SEQ ID NO 3 : il y a presence d'au moins un 
allele DRB1*04, 

- la sonde SEQ ID NO 5 : il y a presence d'un allele 
DRBl*0402, et 

- la sonde SEQ ID NO 11 : il y a presence d'un allele 
10 DRB1*02. 

Il s'agit done de deux alleles DR4 , non impliques 
dans la suscept ibili te genetique a la polyarthrite 
rhumatoide DRB1*0402 et DRB1*02. 

Le typage HLA de ce troisieme echantillon etait 
15 HLA-DRB1*0402 / 02. 
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ANNEXE 
Liste de sequences 

(1) INFORMATIONS GENERALES : 

(i) DEPOSANT : 

(A) NOM : BIOMERIEUX S.A. 

(B) RUE : Chemin de l'Orme 

(C) VILLE : Marcy-rEtoile 

(E) PAYS : France 

(F) CODE POSTAL : 69280 

(G) TELEPHONE : (33) 78.87.20.00 

(H) TELECOPIE : (33) 78.87.20.90 

(ii) TITRE DE LTNVENTION : Precede d'analysc de la predisposition 
genetique d'un palient a au moins une maladie genetique 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES : 19 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR : 

(A) TYPE DE SUPPORT : Floppy disk 

(B) ORDINATEUR : IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D'EXPLOITATION : PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL : Patentln Release #1.0, version #1.30 (OEB) 

(2) INFORMATION SUR LA SEQ ID NO 1 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 18 nucleotides 

(B) TYPE : acide nucleique 

(ii) TYPE DE MOLECULE : acide nucleique 

(iii) HYPOTHETIQUE : non 
(ix) CARACTERISTIQUES : 

(D) AUTRES INFORMATIONS : sequence issue du HLA DR 

(iv) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO I 



25 



30 
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TTCGACAGCG ACGTGGGG 
10 



5 (3) INFORMATION SUR LA SEQ ID NO 2 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 20 nucleotides 

(B) TYPE : acide nucleique 

(ii) TYPE DE MOLECULE : acide nucleique 
1 0 (iii) HYPOTHETIQUE.: non 

(ix) CARACTERISTIQUES : 

(A) NOM/CLE : amorce 

(D) AUTRES INFORMATIONS : 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO 2 
15 TATGAAACTT ATGGGGATAC 
10 20 

(4) INFORMATION SUR LA SEQ ID NO 3 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 
20 (A) LONGUEUR : 16 nucleotides 

(B) TYPE : acide nucleique 

(ii) TYPE DE MOLECULE : acide nucleique 

(iii) HYPOTHETIQUE : non 
(ix) CARACTERISTIQUES : 

2 5 (A) NOM/CLE: 

(D) AUTRES INFORMATIONS : sequence issue du HLA DR 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO 3 
GATACTTCTA TCACCA 
10 

30 
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(5) INFORMATION SUR LA SEQ ID NO 4 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 15 nucleotides 

(B) TYPE : acide nucleique 

5 (ii) TYPE DE MOLECULE : acide nucleique 

(iii) H YPOTHET IQUE : non 
(ix) CARACTERISTIQUES : 
(A) NOM/CLE : 

C (B) AUTRES INFORMATIONS : sequence issue du HLA DR 

10 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO 4 

GAGCAGAAIC GG ICC 
10 



(6) INFORMATION SUR LA SEQ ID NO 5 : 

15 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 15 nucleotides 

(B) TYPE : acide nucleique 

(ii) TYPE DE MOLECULE : acide nucleique 

(iii) HYPOTHETIQUE : non 

2 0 (ix) CARACTERISTIQUES : 

(A) NOM/CLE : 
(D) AUTRES INFORMATIONS : sequence issue du HLA DR 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO 5 
CTGGAAGACG AICGG 
25 10 

(7) INFORMATION SUR LA SEQ ID NO 6 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 
(A) LONGUEUR : 18 nucleotides 

3 0 (B) TYPE : acide nucleique 

(ii) TYPE DE MOLECULE : acide nucleique 
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(iii) HYPOTHETIQUE : non 
(ix) CARACTERISTIQUES : 

(A) NOM/CLE : amorce 

(B) AUTRES INFORMATIONS : sequence issue du HLA DR 

5 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO 6 
AGCAIAIGCI GGICIAII 
10 

1 0 (8) INFORMATION SUR LA SEQ ID NO 7 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 18 nucleotides 

(B) TYPE : acide nucleique 

(ii) TYPE DE MOLECULE : acide nucleique 
1 5 (iii) HYPOTHETIQUE : non 

(ix) CARACTERISTIQUES : 
(A) NOM/CLE : 
(D) AUTRES INFORMATIONS : sequence issue du HLA DR 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO 7 
2 0 C AG AGGCG IG IIICIGTG 
10 



(9) INFORMATION SUR LA SEQ ID NO 8 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 
25 (A) LONGUEUR : 15 nucleotides 

(B) TYPE : acide nucleique 

(ii) TYPE DE MOLECULE : acide nucleique 

(iii) HYPOTHETIQUE : non 
(ix) CARACTERISTIQUES : 

3 0 (A) NOM/CLE: 

(D) AUTRES INFORMATIONS : sequence issue du HLA DR 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO 8 
GCCTAGCGCC GAGTA 
10 



5 (12) INFORMATION SUR LA SEQ ID NO 9 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 18 nucleotides 

(B) TYPE : acide nucleique 

(ii) TYPE DE MOLECULE : acide nucleique 
10 (iii) HYPOTHETIQUE : non 

(ix) CARACTERISTIQUES : 
(A) NOM/CLE : 
(D) AUTRES INFORMATIONS : sequence issue du HLA DR 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE . SEQ ID NO 1 1 
15 TGGCAGCTTA AGTTTGAA 
10 



(13) INFORMATION SUR LA SEQ ID NO 10 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 
20 (A) LONGUEUR : 16 nucleotides 

(B) TYPE : acide nucleique 

(ii) TYPE DE MOLECULE : acide nucleique 

(iii) HYPOTHETIQUE : non 
(ix) CARACTERISTIQUES : 

2 5 (A) NOM/CLE: 

(D) AUTRES INFORMATIONS : sequence issue du HLA DR 
(xi ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO 12 
TACTCTACGT CTGAGT 
10 



30 
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(14) INFORMATION SUR LA SEQ ID NO 1 1 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 17 nucleotides 

(B) TYPE : acide nucleique 

5 (ii) TYPE DE MOLECULE : acidc nucleique 

(iii) HYPOTHETIQUE : non 
(ix) CARACTERISTIQUES : 
(A) NOM/CLE : 
(D) AUTRES INFORMATIONS : sequence issue du HLA DR 
10 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO 13 

CAGCCTAAGA GGGAGTG 
10 



(15) INFORMATION SUR LA SEQ ID NO 12 : 
15 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 18 nucleotides 

(B) TYPE : acide nucleique 

(ii) TYPE DE MOLECULE : acide nucleique 

(iii) HYPOTHETIQUE : non 
2 0 (ix) CARACTERISTIQUES : 

(A) NOM/CLE : 
(D) AUTRES INFORMATIONS : sequence issue du HLA DR 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO 14 
IAGGTIGACA ICGTGTGC 
25 10 



(16) INFORMATION SUR LA SEQ ID NO 1 3 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 
(A) LONGUEUR: 1 5 nucleotides 

30 (B) TYPE : acide nucleique 

(ii) TYPE DE MOLECULE : acide nucleique 
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(iii) HYPOTHETIQUE : non 
(ix) CARACTERISTIQUES : 
(A) NOM/CLE : 
(D) AUTRES INFORMATIONS : sequence issue du HLA DR 
5 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO 1 5 

GGAGGAGGTT AAGTT 
10 



10 (17) INFORMATION SUR LA SEQ ID NO 14 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 14 nucleotides 

(B) TYPE : acide nucleique 

(ii) TYPE DE MOLECULE : acide nucleique 
15 (iii) HYPOTHETIQUE : non 

(ix) CARACTERISTIQUES : 
(A) NOM/CLE : 
(D) AUTRES INFORMATIONS : sequence issue du HLA DR 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO 16 
2 0 CTCTACGGGI GAGT 
10 



(18) INFORMATION SUR LA SEQ ID NO 15 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

2 5 (A) LONGUEUR : 16 nucleotides 

(B) TYPE : acide nucleique 

(ii) TYPE DE MOLECULE : acide nucleique 

(iii) HYPOTHETIQUE : non 
(ix) CARACTERISTIQUES : 

3 0 (A) NOM/CLE: 

(D) AUTRES INFORMATIONS : sequence issue du HLA DR 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO 19 
CCGGGTGGAC AACIAC 
10 



51 
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REVEND I CATIONS 

1. Procede de detection d'une reaction de 
reconnaissance moleculaire entre une premiere molecule 
fixee sur un support, et une deuxieme molecule presente 
5 dans une solution a tester, caracterise en ce que la 
detection de la reaction de reconnaissance moleculaire 
est r£alis£e sans marquage par une m£thode 
photothermique . 

10 2. Procede de detection d'une reaction 

d 1 hybridation d'acides nucleiques entre une premiere et 
une deuxieme molecules d'acides nucleiques comprenant 
les etapes suivantes : 

- fixation de la premiere molecule d'acide 
15 nucleique sur un support solide, 

- mise en contact de ]a premiere molecule d f acide 
nucleique fixee sur le support solide avec une 
solution a tester soupgonnee de comprendre la 
deuxieme molecule d'acide nucleique, cette 

20 derniere etant apte A s'hybrider a ladite 

premiere molecule, la mise en contact etant 
r6alisee dans des conditions favorables a 
ladite hybridation, 

- lavage du support solide pour isoler un 
25 echantillon de detection constitue de ladite 

premiere molecule fixee sur le support et 
eventuellement de ladite deuxieme molecule liee 
& la premiere molecule, et 

- detection de la reaction d 1 hybridation, 

30 caracteris6 en ce que la detection de la reaction 
d ' hybridation est realisee sans marquage par une 
methode photothermique. 
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3. Proc£de selon la revendication 1 ou 2, dans 
lequel la methode photothermique est une methode de 
lentille thermique . 

4. Proced£ selon la revendication 1 ou 2, dans 
lequel la methode photothermique est une methode de 
def 1 exion photo- thermique dans laquelle 1 * echantillon 
est eclaire par un faisceau pompe, et 1' absorption du 
faisceau pompe par 1 ' echantillon est detectee par la 
refraction ou la reflexion d'un faisceau sonde. 

5. Procede selon la revendication 4, dans lequel 
les faisceaux sonde et pompe se croisent. 

6. Procede selon la revendication 4, dans lequel 
les faisceaux sonde et pompe sont dans une 
configuration transverse ou dans une configuration 
sensiblement colineaire . 

7. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 4 a 6, dans lequel le faisceau pompe est 
choisi parmi un laser pulse, un laser continu module en 
intensite, ou une lumiere polychromat ique . 

8. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 4 a 7, dans lequel la refraction ou la 
reflexion du faisceau sonde est detectee au moyen d ' une 
photodiode multi-elements ou a 1 ' aide d ' une photodiode 
simple ne recevant qu 1 une partie du faisceau sonde. 



2799281 



53 

9. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 4 a 8, dans lequel le faisceau pompe est 
un faisceau d'un laser choisi parmi un laser argon 
continu & 275 nm, un laser YAG quadruple de longueur 

5 d'onde 2 66 nm ou une lumiere polychromat ique . 

10. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 4 a 9, dans lequel le faisceau sonde a 
une longueur d ' onde qui n'est pas absorbee par le 

10 substrat ni les molecules en presence. 

11. Procede selon la revendication 3, dans lequel 
un faisceau incident est utilise, ledit faisceau etant 
un faisceau d'un laser choisi parmi un laser argon 

15 continu a 275 nm, un laser YAG quadruple de longueur 
d'onde 266 nm ou une lumiere polychromat ique . 

12. Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, comprenant en outre une 

2 0 etape de comparaison de la mesure de 1' absorption de 
1 ' echantillon avec celle d'un echantillon temoin. 

13. Utilisation de procede selon l'une quelconque 
des revendications 1 k 12 pour un test, un diagnostic 

25 ou une detection d ' hybridation d'acides nucleiques. 

14. Dispositif pour la mise en oeuvre du procede 
selon l'une quelconque des revendications 5 a 8, ledit 
dispositif comprenant les elements suivants : 

30 - un moyen de posit ionnement du support, 

- un moyen d'6clairage du support, 
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un moyen de detection de 1' absorption de la 
lumi^re par 1 ' echantillon porte par le support 
lorsqu'il est eclaire par ledit moyen 
d'6clairage, et 

un moyen de positionnement dudit moyen 
d'6clairage et dudit moyen de detection. 
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